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SA@ETAK
Genetsko modificiranje, genetsko transformiranje ili genetski in`enjering skup 
je tehnika koje pru`aju mogu}nost dodavanja po`eljnih obilje`ja u superiorne 
geno tipove biljaka, putem prijenosa gena izme|u razli~itih nesrodnih vrsta, rodo-
va, pa ~ak i carstava, {to se ina~e ne doga|a u prirodi. S druge strane, klasi~nim se 
oplemenjivanjem putem selekcije i kri`anja izme|u jedinki koje pripadaju istoj ili 
srodnim vrstama tako|er izmjenjuju i isti~u odre|ena svojstva radi pobolj{anja 
vrsta prema ljudskim mjerilima, ali je takav prijenos gena mogu} i u prirodi. S 
genetskim modificiranjem na drvenastim biljkama zapo~elo se 1987. godine na 
topolama (Fillatti i dr. 1987). To je prva studija u kojoj je uspje{no regenerirano 
genetski modificirano tkivo {umske vrste drve}a. Svojstva koja su naj~e{}e pred-
met genetske modifikacije kod biljaka jesu sastav lignina, tolerancija na herbicide, 
otpornost na bolesti i {tetnike te kontrola cvatnje. Osim samog postupka genetskih 
transformacija, terenski pokusi genetski modificiranoga {umskog drve}a predstav-
ljaju vrlo va`an segment u cjelokupnom lancu istra`ivanja. Testiranje izmijenjenih 
svojstava u prirodnim okoli{nim uvjetima pridonosi boljem shva}anju interakcije 
okoli{nih utjecaja i transformiranih svojstava. Iako se procjenjuje kako postoji 
preko 600 terenskih nasada s genetski modificiranim drvenastim vrstama {irom 
svijeta, u {umarstvu gotovo nema komercijalne uporabe takvih planta`a. U hrvat-
skom {umarstvu ne postoje naznake takva kori{tenja biotehnologije. Me|utim, 
pra}enje svjetskih trendova va`no je za implementaciju inozemnih iskustava u 
zakonsku regulativu te za stjecanje dovoljnih koli~ina znanja za provedbe mjera 
sigurnosti i opreza prilikom takvih istra`ivanja.
Klju~ne rije~i: genetsko modificiranje, genetska transformacija, genetski in`e-
njering, biotehnologija, oplemenjivanje, modificiraju}a svojstva, terenski nasadi
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UVOD
INTRODUCTION
Klasi~nim oplemenjivanjem kontrolirano se provode procesi koji ve} postoje i 
doga|aju se u prirodi. Izmjenom i isticanjem odre|enih svojstava `ele se pobolj{ati 
karakteristike vrsta te se provodi prijenos gena koji su u prirodi sastavni dio ge-
netske informacije vrste ili njezinih srodnika. Klasi~no oplemenjivanje temelji se na 
poznavanju i kori{tenju principa genetike radi pove}anja frekvencije pozitivnih 
 alela u sljede}im generacijama i time dobivanja pobolj{anih (oplemenjenih) popu-
lacija neke vrste. Me|utim, prilikom takva prijenosa gena uvijek postoji opasnost 
od gubljenja nekih po`eljnih karakteristika uslijed rekombinacije i slu~ajne segrega-
cije gena. Tehnikama genetskog modificiranja, pak, omogu}en je prijenos gena 
izme|u razli~itih vrsta, rodova, pa ~ak i carstava, koji se ina~e ne doga|a u prirodi, 
i to direktno u superiorne genotipove, a bez gubljenja drugih kvalitetnih gena kao 
nepo`eljne popratne pojave (Tamarin 2007, White i dr. 2007).
Biotehnologija kao znanost obuhva}a nekoliko ve}ih kategorija kao {to su ka-
rakterizacija genetske raznolikosti, genomika, genetsko mapiranje i selekcija po-
mo}u markera, vegetativna propagacija i mikropropagacija te genetsko modifici-
ranje, ~ijom se primjenom stvaraju ili modificiraju organizmi, stanice, njihovi dije-
lovi i derivati te se dobivaju proizvodi koji slu`e za dobrobit ~ovje~anstva (Conven-
tion on Biological Diversity, 1992.). Unutar toga genetsko modificiranje (GM) 
definira se kao kori{tenje rekombinirane DNK i aseksualni prijenos gena radi 
promjene strukture ili ekspresije specifi~nih gena (FAO, 2004.). Ve}ina bioteh-
nolo{kih aktivnosti u {umarstvu fokusirala se na samo {est rodova {umskog drve}a 
(Populus, Eucalyptus, Pinus, Picea, Quercus, Acacia) (FAO, 2004.).
Prvi objavljeni rad o genetskim modifikacijama na drvenastim biljkama bio je 
1987. godine rad o genetskim modifikacijama na topolama (Fillatti i dr. 1987). U 
toj je studiji prvi put uspje{no regenerirano genetski transformirano tkivo {umske 
vrste drve}a. Transferiran je, odnosno umetnut, gen pove}ane tolerancije na herbi-
cide, izoliran iz duhana. Otpornost na herbicide va`no je agronomsko svojstvo, 
koje je svoju u~inkovitost pokazalo i kod {umskih vrsta drve}a. Tijekom prvih pet-
naest godina istra`ivanja na podru~ju genetskih modifikacija u 16 zemalja {irom 
svijeta podignuto je oko 210 terenskih nasada s genetski modificiranim drvenastim 
vrstama. Ve}ina takvih istra`ivanja zabilje`ena je u Sjedinjenim Ameri~kim 
Dr`avama, a glavnina je terenskih pokusa vezana za ~etiri roda: Populus (51 %), 
Pinus (23 %), Liguidambar (11 %) te Eucalyptus (7 %) (FAO, 2004.). Prema naj-
novijim procjenama u svijetu postoji preko 600 takvih terenskih nasada (Strauss, 
IUFRO Conference 2011).
Od prve uspje{ne transformacije pa sve do dana{njih dana poku{ava se pokaza-
ti kako genetsko modificiranje postaje oru|e za budu}u svjetsku socijalnu i eko-
nomsku korist (FAO, 2004.). Brzim razvojem genetskog modificiranja nastojat }e 
se zadovoljiti globalna potra`nja za {umskim proizvodima i biogorivom, vratiti 
ugro`ene vrste te sa~uvati i za{tititi {ume od masovnih napada {tetnika, bolesti i 
nadolaze}ih klimatskih promjena (Anon. 2010).
U ovom su radu prikazane glavne metode i tehnike genetskih modifikacija 
{umskog drve}a, glavna modificiraju}a svojstva te pripadaju}i ciljani geni. Daje se 
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pregled najva`nijih dostignu}a u zadnjih dvadeset godina rada s genetski modifici-
ranim vrstama drve}a.
Svi podatci prikupljeni su iz objavljenih znanstvenih ~lanaka, knjiga, objava, 
studija, kao i izvje{}a razli~itih agencija i organizacija te su dostupni na internetu. 
Pretra`ivanje je provedeno na razli~itim internetskim pretra`iva~ima, u inter-
netskim bazama internacionalnih organizacija, nacionalnim zavodima i institucija-
ma, korporacijama te u znanstvenim bazama podataka, a u sklopu kratkoro~ne 
znanstvene misije COST akcije FP 0905 ‘Biosigurnost transgeni~nih vrsta drve}a’.
S obzirom na dinami~nost ovoga znanstvenog podru~ja i njegovu sve ra{ireniju 
primjenu kod {umskog drve}a, cilj je rada podignuti razinu informiranosti doma}e 
{umarske struke o principima genetske modifikacije, primjeni u {umarstvu te o 
nekim prednostima i slabostima genetski modificiranoga {umskog drve}a.
GLAVNE FAZE GENETSKOG MODIFICIRANJA
MAIN STAGES OF GENETIC MODIFICATION
Genetsko modificiranje u {umarstvu temelji se na tri osnovna koraka: prijenos 
modificiranoga gena, regeneracija modificirane biljke te stabilna ekspresija une-
senih gena (terenski pokusi). Svaka faza izrazito je va`na u cjelokupnom lancu 
 genetskog modificiranja, a sve radi dobivanja kvalitetnog i sigurnog produkta.
METODE I TEHNIKE PRIJENOSA GENA
METHODS AND TECHNIQUES OF GENE TRANSFERE
Metode prijenosa gena dijele se u dvije glavne kategorije (Slika 1.): 1) posre-
dan, indirektan prijenos gena i 2) izravan, direktan prijenos gena.
Posredan (indirektan) prijenos gena uklju~uje posredstvo bakterija Agrobacte-
rium tumefaciens i Agrobacterium rhizogenes koje unose `eljeni gen u biljnu stani-
cu. Takav se prijenos gena vrlo uspje{no koristi kod vrsta roda Populus sp. zbog 
njihove visoke transformacijske u~inkovitosti (Hawkins i dr. 2003, Meilan i dr. 
2002a, Li 2006). Prvobitno je ovaj vid transformacije bio neuspje{an kod ~etinja~a, 
me|utim intenzivnim istra`ivanjima pove}ala se u~inkovitost prijenosa gena kod 
~etinja~a posredovana agrobakterijama (Charity i dr. 2005 Levée i dr. 1997). Izra-
van, direktan prijenos gena ne uklju~uje posredstvo nekog drugog organizma, ve} 
se naj~e{}e provodi uz pomo} ure|aja nazvanoga „genetski pi{tolj“ (eng. gene gun), 
kojim se stanice ili tkivo biljaka bombardiraju sitnim ~esticama plemenitih metala s 
vezanim `eljenim genima – mikroprojektilima (White i dr. 2007). Ova metoda na-
ziva se biolistika. U daljnjem tekstu bit }e detaljno prikazana tehnika posrednog 
prijenosa gena agrobakterijama, koji se naj~e{}e koristi prilikom genetskog modifi-
ciranja u {umarstvu.
Agrobacterium tumefaciens je gram-negativna bakterija koja od prirode `ivi u 
tlu te uzrokuje tumorske bolesti kod velikog broja kritosjemenja~a. Bakterija ima 
prirodnu sposobnost prijenosa i ugradnje odre|enog dijela svojega genoma u stani-
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cu biljke. Ti plazmid (engl. tumor-inducting plasmid) koji se nalazi u bakteriji 
sadr`ava gene tumorigeneze, koji kontroliraju sintezu biljnih hormona – regulatora 
rasta. Oni izazivaju nekontroliranu diobu stanica doma}ina, uzrokuju}i nastanak 
nakupine identi~nih biljnih stanica, odnosno tumor. Dio je tog plazmida transferna 
DNK regija (engl. T-DNA), koju bakterija s genima za tumorigenezu prenosi i 
ugra|uje u biljni genom (White i dr. 2007). Ovaj na~in prijenosa gena iz prirode 
iskori{ten je u genetskom in`enjerstvu.
Tri su glavne komponente genetskog modificiranja, odnosno transformacije 
(Slika 1.): 1) `eljeni gen koji se transformira, npr. gen Pt4CL kodira sintezu lignina 
(Hu i dr. 1998); 2) promotor koji regulira ekspresiju ciljanoga gena, npr. CaMV 
35S promotor iz mozai~nog virusa cvjeta~e (White i dr. 2007.); te 3) selekcijski 
biljeg koji olak{ava izolaciju transformiranih biljnih stanica, npr. kanamicin gen za 
otpornost na antibiotike (Fillatti i dr. 1987, White i dr. 2007). Prije postupka 
umjetne infekcije izolira se bakterijski Ti plazmid. Zatim se izre`u svi geni transfer-
ne DNK koja je zadu`ena za transfer, odnosno prijenos u genom biljne stanice, a 
ostave se samo rubne sekvencije duga~ke 25 nukleotidnih parova baza. Na kraju se 
na mjesto gdje su izrezani geni transferne DNK, unutar granica rubnih sekvencija, 
ume}u geni koji se `ele prenijeti u stanicu biljke (Zupan i Zambryski 1995). Pri-
rodni proces zaraze tako je iskori{ten u svrhu genetskog modificiranja.
Slika 1. Glavne metode genetskog modificiranja i sastavnice posrednog prijenosa gena
Figure 1. Genetic modification methods and components of indirect gene transfer
REGENERACIJA
REGENERATION
Postoje dvije osnovne metode regeneracije transformiranog tkiva kod {umskog 
drve}a. To su organogeneza i somatska embriogeneza. Regeneracijom se stvaraju 
potpune biljke iz transformiranih stani~ja. Oba pristupa koriste se pri transforma-
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ciji i regeneraciji biljaka. Kod ~etinja~a 
 somatska embriogeneza pokazala se kao 
u~inkovitija metoda (White i dr. 2007). 
Stanice biljnog tkiva ~etinja~a (iz pupova ili 
iglica) te`e se regeneriraju metodom orga-
nogeneze, iako je razvojem tehnologije re-
generacija organogenezom iz zigotskih em-
brija postala mogu}a i kod roda Pinus sp. 
(Tang i Quyang 1999).
Organogeneza je razvoj biljaka iz pu-
pova, internodija ili kalusa. Odre|ene  vrste 
biljaka s jakom reprodukcijskom sposob-
nosti poput rodova Populus i Eucalyptus 
uzimaju se kao modelne vrste prilikom 
transformacije i regeneracije organogene-
zom (Tsai i dr. 1994, Ho i dr. 1997). Pri-
likom transformacije koriste se ~iste linije 
biljaka, nastale samooplodnjom iste jedin-
ke kroz nekoliko generacija, koje su goto-
vo istog izgleda. Biljke se uzgajaju in vitro, 
kultiviranjem tkiva izvan `ivu}eg organiz-
ma od kojeg potje~u. Kod procesa tran-
sformacije najprije se izrezuju internodiji 
in vitro uzgojenih biljaka, bez pupova i li-
stova. Kratke stablji~ice ozlje|uju se s jed-
ne strane, kako bi se stvorio put za prijenos 
modificiranoga gena iz bakterije. Interno-
diji se stavljaju na pripremljenu podlogu s 
bakterijom Agrobacterium tumefaciens. Ag-
robakterija sadr`ava ve} transformirani 
gen u Ti plazmidu koji `elimo prenijeti u 
biljku te selekcijski kanamicin gen za otpor-
nost na antibiotike (Tsai i dr. 1994). Kod modelnih vrsta roda Populus naj~e{}i 
preneseni geni jesu oni koji uzrokuju promjenu sadr`aja lignina u stanicama ili 
pove}avaju otpornosti na razne bolesti ili {tetnike.
Nakon inkubacijskog perioda internodiji se ispiru sterilnom vodom, su{e se na 
filtar-papiru te stavljaju na hranjivu podlogu kako bi biljke kalusirale. Hranjiva 
podloga sadr`ava i antibiotik koji se koristi za selekciju transformiranih stanica. 
Transformirane stanice uz gen za modifikaciju odre|enog svojstva sadr`avaju i gen 
za otpornost na antibiotike, dok netransformirane stanice taj gen ne posjeduju. 
Antibiotik uni{tava netransformirane stanice koje ne sadr`avaju gen otpornosti na 
antibiotike. Razvijeni kalus odstranjuje se od internodija, re`e se na manje komadi}e 
te ponovno stavlja na hranjivu podlogu kako bi se razvila kultura tkiva. Kada su 
pojedina~ni kalusi promjera ≥ 3 mm, stavljaju se na podlogu za razvoj izdanaka. 
Slika 2. Regeneracija biljaka
Figure 2. Regeneration of plants
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Zatim se izdanci du`ine 2 – 3 cm odvajaju i stavljaju na podlogu za razvoj korijena. 
Tako razvijene modificirane (transgeni~ne) biljke presa|uju se u tlo te nastavljaju 
rast u stakleniku (Fillatti i dr. 1987, Tsai 1994).
GLAVNA MODIFICIRANA SVOJSTVA 
I PRIPADAJU]I CILJANI GENI
MAIN TARGET TRAITS AND TARGET GENES
Krajnji cilj genetskog modificiranja u {umarstvu jest razvoj drve}a kod kojih }e 
ekspresija odre|enih fenotipskih svojstava biti potpuno umanjena ili pak superior-
nija od izvornih vrsta. Zbog toga se provode istra`ivanja i testiranja izmijenjenih, 
modificiranih svojstava. Glavna ciljana modificiraju}a fenotipska svojstva kod 
ve}ine biljaka jesu sadr`aj lignina, tolerancija na herbicide, otpornost na bolesti i 
{tetnike te kontrola cvatnje. Topole se smatraju modelnim vrstama u {umarstvu za 
genetsko modificiranje i testiranje, te je najvi{e istra`ivanja na toj vrsti provedeno 
za svojstvo izmijenjenog sadr`aja lignina. Tako|er, mnoge su genetske modifikacije 
i terenska testiranja ra|ena na kontroli cvatnje i plodono{enja, pove}anju otporno-
sti na insekte i toleranciji na herbicide te brzini rasta kod topola.
Lignin
Lignin
Lignin je slo`en kemijski spoj stani~nih stijenki drveta koji biljkama daje ~vrsto-
}u, no ujedno je i glavna prepreka efikasnoj, ekonomski isplativoj i okoli{no prihvat-
ljivoj proizvodnji papira. Prilikom industrijskog procesa proizvodnje papira lignin je 
potrebno odvojiti od celuloze i iz drveta. Kako je lignin te{ko topivi spoj, to pove}ava 
tro{kove, ali i negativno utje~e na okoli{. Tako je jedan od ciljeva  genetskih modi-
fikacija {umskog drve}a smanjenje sadr`aja lignina u stani~nim stijenkama drveta. 
Me|utim, kako je lignin va`an za normalno funkcioniranje  biljaka, potrebno je na}i 
odgovaraju}i odnos izme|u smanjenog sadr`aja lignina u stanicama, radi ekono-
mi~nosti papirne industrije, i neometanog razvoja i rasta  biljaka.
Prisutnost lignina u stani~nim stijenkama tako|er je glavni ograni~avaju}i ~im-
benik prilikom prerade biomase, jer ograni~ava dostupnost polisaharida u celuloz-
nim vlaknima. Potrebno je, dakle, ukloniti lignin iz biomase, ~ija je prerada skup i 
dugotrajan proces. Zato se genetskim modifikacijama smanjenja sadr`aja lignina u 
stani~nim stijenkama mijenja sastav i sadr`aj lignina, kako bi postao osjetljiviji na 
kemijske degradacije. Smanjenjem sadr`aja lignina u biljkama pobolj{ava se poten-
cijal saharifikacije te se smanjuje utro{ak energije i kemikalija u procesima predtret-
mana biomase za stvaranje biogoriva (Van Acker i dr. 2011). Provedena su brojna 
istra`ivanja genetski modificiranih biljaka sa smanjenim sadr`ajem lignina. Naj-
va`nija su ona istra`ivanja koja osim laboratorijskih ispitivanja i modificiranja 
uklju~uju i ispitivanja u terenskim nasadima, gdje se modificirane biljke testiraju u 
realnim okoli{nim uvjetima. Kao i kod klasi~nog oplemenjivanja i testiranja potom-
stva, genetski modificirane biljke moraju pokazati dobra obilje`ja bez obzira na 
stani{te. Dakle, obilje`ja od interesa moraju se pokazati na razli~itim terenima.
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Prvi terenski nasadi i ispitivanja genetski modificiranih topola kao modelne 
vrste {umskog drve}a, s promijenjenim sadr`ajem lignina, podignuti su na dva lo-
kaliteta u Francuskoj i Engleskoj (Pillate i dr. 2002). Genetskim modifikacijama 
smanjena je ekspresija dvaju enzima koji sudjeluju u sintezi lignina, COMT kafein-
ska/hidroferuli~na kiselina O-metiltransferaza (engl. caffeic acid/5hydroxyferulic 
acid O-methyltransferase) (Van Doorsselaere i dr. 1995) i CAD cinamil-alkoholna 
dehidrogenaza (engl. cinnamyl alcohol dehydrogenase) (Baucher i dr. 1996). Prvim 
terenskim istra`ivanjima pra}ena su kvantitativna svojstva modificiranih biljaka i 
sadr`aj lignina u pojedinim genetski modificiranim linijama. Tako|er su biljke pod-
vrgnute procesima razgradnje lignina koji se koriste prilikom prerade drveta kod 
proizvodnje papira. Istra`ivanje je pokazalo kako uz blago smanjeni sadr`aj lignina 
nije naru{en normalan rast i razvoj biljaka, ali je znatno smanjen utro{ak energije i 
kemikalija te su pobolj{ane karakteristike drva za preradu u papirnoj industriji 
 (Pillate i dr. 2002).
Topole sadr`avaju gene nu`ne za odr`avanje kontinuiranog toka metabolita 
koji kontroliraju sintezu enzima 4CL 4-kumarat koenzim A ligaza (engl. 4-couma-
rate:coenzymeA ligase), i to dva razli~ita gena, ~ija odvojena funkcija regulira for-
miranje razli~itih biljnih fenilpropanoida poput lignina i flavonoida, potrebnih za 
normalno fiziolo{ko funkcioniranje biljaka. Gen Pt4CL1 uklju~en je u sintezu ligni-
na u ksilemskom stani~ju, dok gen Pt4CL2 kontrolira biosintezu ostalih fenola, 
poput flavonoida koji se nalaze u epidermalnom sloju stabljike i li{}a (Hu i dr. 
1998). Najnovija istra`ivanja, u kojima se genetskim modificiranjem smanjuje razi-
na lignina, modificiraju skupine gena 4CL te omogu}uju stvaranje takvih linija koje 
}e potaknuti brz i ekonomi~an razvoj nasada za biogoriva. Smanjenjem sadr`aja 
lignina `eli se olak{ati njegovu ekstrakciju i smanjiti tro{kove proizvodnje biogo-
riva.
Istra`ivanja Voelkera i dr. (2010) otkrivaju kako smanjenje ekspresije 4CL sku-
pine gena te ispitivanje razvoja topola u pokusnim nasadima nije imalo pove}anu 
stopu rasta, ve} se kod odre|enih linija pokazala fiziolo{ka ranjivost kada je sadr`aj 
lignina bio znatno smanjen. Tako|er prilikom modifikacija sa znatno smanjenim 
sadr`ajem lignina do{lo je do smanjenja biomase, niskog rasta i grmastog oblika 
biljaka u usporedbi s kontrolnim nemodificiranim biljkama. Za linije sa znatno 
smanjenim sadr`ajem lignina karakteristi~no je tako|er sme|e obojenje debla. Voel-
ker i dr. (2011) upu}uju kako smanjenje sadr`aja lignina od 20 do 40 % znatno 
utje~e na rast, razvoj, osjetljivost i mortalitet biljaka. Linije s 40-postotnim 
smanjenjem sadr`aja lignina imale su znatno smanjenu u~inkovitost rasta, deformi-
ranost i sme|e obojenje stabljike s nepravilnim provodnim tracima za transport 
vode. Ovi rezultati nagla{avaju potrebu odgovaraju}e lignifikacije kao mehani~ke 
potpore stabljikama biljaka, nesmetano funkcioniranje provodnih trakova te rast i 
pre`ivljavanje biljaka.
Bitno je naglasiti kako je potrebno prona}i ravnote`u izme|u intenziteta genet-
skih modifikacija te nesmetanog rasta, razvoja i obrambenih mehanizama biljaka. 
Zato su potrebni i terenski pokusi s genetski modificiranim vrstama drve}a kako bi 
u kona~nici doveli do smanjenja ekolo{ki neprihvatljivih i ekonomski neopravda-
nih procesa prerade biomase.
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Tolerancija na herbicide
Herbicide Tolerance
Tolerancija na herbicide va`no je agronomsko svojstvo biljaka te je tako|er jo{ 
jedno od va`nih modifikacijskih svojstava na drvenastim vrstama. U prirodi gen za 
pove}anu toleranciju na herbicide sadr`an je u bakterijama i transferira se u biljke. 
Tolerancija na herbicide mo`e dovesti do smanjenja tro{kova prilikom aplikacije 
herbicida, smanjenja njegova {tetnog utjecaja na okoli{ te do pobolj{anja uroda i 
prirasta. Ovakva vrsta modifikacije va`na je prilikom uzgoja mladih biljaka i osni-
vanja planta`a, kada korovna vegetacija predstavlja problem. Izoliranje i prijenos 
gena za toleranciju na herbicide, omogu}uje pre`ivljavanje, neometan rast i razvoj 
modificiranih biljaka prilikom tretiranja korovne vegetacije.
Prvi poku{aj uno{enja gena za pove}anje tolerancije na herbicide proveden je 
1987. godine prilikom prvoga uspje{nog transfera gena bakterijama Agrobacterium 
sp. (Fillatti i dr. 1987). Herbicid glifosat izaziva inhibiciju enzima enol-piruvil-{iki-
mat-fosfatne sintaze (engl. 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate (EPSP) synthase) 
kod nemodificiranih biljaka, odnosno spre~ava sintezu aromati~nih aminokiselina 
nu`nih za proizvodnju stani~nih proteina. Bakterije Salmonella typhimurium sadr`a-
vaju aroA gen manje osjetljiv na inhibitorsko djelovanje herbicida glifosata (Comai 
i dr. 1985), stoga se gen aroA koristi prilikom genetskog modificiranja za pove}anje 
tolerancije biljaka na inhibitorna djelovanja herbicida.
Prvo terensko testiranje topola s modificiranim genom za pove}anje tolerancije 
na herbicide izvedeno je 1997. godine u Sjedinjenim Ameri~kim Dr`avama u savez-
noj dr`avi Oregon. Testirana su dva gena CP4 EPSPS (alternativni oblik enol-piru-
vil-{ikimat-fosfatne sintaze izoliran iz soja CP4 agrobakteija) i GOX (glifosat oksi-
doreduktaza) koji pove}avaju toleranciju na herbcide. Dodatno je odvojeno jo{ i 12 
klonskih linija kojima je samo unesen CP4 gen. Nakon tretiranja s pove}anim kon-
centracijama herbicida dvije tre}ine svih linija nisu imale vidljivih o{te}enja ili su 
imale samo manje kloroze. Linije u kojima je bio unesen samo CP4 gen imale su 
znatno bolji rast od linija koje sadr`avaju oba introducirana gena te manje {tete 
nakon tretiranja herbicidom (Meilan i dr. 2002b). Autori navode kako je ovim istra-
`ivanjem potvr|ena mogu}ost proizvodnje linija biljaka s tolerancijom na komer-
cijalno kori{tene herbicide te neznatnim o{te}enjima. Genetski modificirana svoj-
stva ponekad mogu pokazati nestabilnost {to bi ugrozilo sigurnost primjene takvih 
biljaka. Zato je provedeno istra`ivanje u kojem je tijekom 8 godina pra}ena stabil-
nost ekspresije otpornosti na herbicide. Tijekom istra`ivanja razina tolerancije na 
herbicide ostala je stabilna, {to prema autorima pokazuje veliku pouzdanost za {iru 
komercijalnu upotrebu (Li i dr. 2008).
Otpornost na {tetnike
Pest Resistance
Bacillus thuringiensis je gram-pozitivna, sporogena bakterija ~ija je karakteri-
stika stvaranje kristalnih proteina (Cry) i δ-endotoksina koji djeluju kao otrov na 
li~inke insekata. Istra`ivanja prirodnog insekticida kristalnih proteina (Cry) bakte-
rija Bacillus thuringiensis pokazuju kako je svaki kristalni protein vrlo specifi~an za 
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odre|ene vrste insekata, te su skupine Cry gena svrstane u grupe prema njihovu 
djelovanju na redove leptira, dvokrilaca i kornja{a (Höfte i Whiteley 1989).
Pojavom i uporabom genetskih modifikacija, Bacillus thuringiensis (Bt) toksi~ni 
gen osigurava transformiranim biljkama otpornost na insekte. Istra`ivanje modifi-
ciranih topola provedeno je po~etkom devedesetih godina pro{log stolje}a. Transfor-
macija je provedena posredstvom agrobakterija za prijenos triju razli~itih Bt Cry 
gena u biljni materijal mladog li{}a topole. Nakon procesa transformacije i regene-
racije modificirane biljke razmno`ene su reznicama te su osnovana dva terenska 
nasada u Kini; jedan u Institutu za {umarstvo (Peking) te drugi u okrugu Manas 
(Xinjiang regija). Nakon dvije godine odabrano je 17 linija na temelju svojstava 
otpornosti na insekte i ujedno dobrih {umskouzgojnih karakteristika te su na njima 
provedene daljnje analize. Larve vrsta Apochemia cineraius i Lymantria dispar 
hranjene su mladim li{}em modificiranih topola te je toksi~nost izra`ena preko 
mortaliteta larvi nakon 18 dana. Svi transformirani klonovi pokazali su odre|eni 
stupanj insekticidnog djelovanja za obje vrste. Osim u~inka mortaliteta, modificira-
ne biljke u pre`ivjelim larvama izazivaju i smanjeni rast i razvoj. Iako je mortalitet 
larvi od 100 % zabilje`en samo u nekoliko slu~ajeva, broj pre`ivjelih larvi bio je 
kod modificiranih klonova daleko ni`i nego kod kontrolnih klonova. Na temelju 
ovog istra`ivanja i preliminarnih rezultata odabrana su tri modificirana klona 
najboljih {umskouzgojnih i insekticidnih svojstava koji se dalje koriste za masovno 
testiranje. Oko 20 000 modificiranih klonova topola u prolje}e 1995. godine 
sa|eno je u {est kineskih provenijencija za daljnju komercijalnu proizvodnju (Wang 
i dr. 1996). U okviru genetskih modifikacija {umskog drve}a ovo je jedino 
istra`ivanje kod kojeg su modificirane biljke komercijalizirane.
Osim na topolama, modifikacije za otpornost na {tetnike provedene su i na 
vrstama roda Eucalyptus. Modifikacijama uz posredstvo agrobakterija unesen je 
tako|er Cry gen koji pove}ava otpornost na insekte te uzrokuje mortalitet larvi 
insekata. Uo~ena je vrlo visoka toksi~nost modificiranih linija eukaliptusa na larve 
Chrysophtharta sp., iznimno va`nog {tetnika u planta`nom gospodarenju eukalip-
tusima u Australiji (Harcourt i dr. 2000).
Otpornost na bolesti
Disease Resistance
Tijekom zadnjih deset godina mnogo istra`ivanja provedeno je s modifikacija-
ma za otpornosti na gljivi~ne bolesti breze (Pasonen i dr. 2004, Pasonen i dr. 2008, 
Vauramo i dr. 2006) te vrsta topola i njihovih hibrida (Mohamed i dr. 2001).
Enzim hitinaza hidrolizira hitin polimer u N-acetil-glukozamin. Hitinaza, kao 
sastavni dio tkiva razli~itih biljaka, ima va`nu ulogu u obrambenom mehanizmu 
biljaka direktno razla`u}i strukturu hitina, a samim time i gljivi~nih patogena (Punja 
i Zhang 1993, Sharma i dr. 2011).
Najvi{e terenskih pokusa koji se baziraju na istra`ivanju otpornosti gljivi~nih 
bolesti breza (Betula pendula Roth) osnovano je u Finskoj. Za testiranje otpornosti 
na gljivi~ne bolesti osnovan je pokus s 15 modificiranih linija breze koje nose gen 
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{e}erne repe, hitinaza IV. Otpornost modificiranih jedinki ispitivana je za dva 
gljivi~na patogena (Pyrenopeziza betulicola (Fulckel)) i (Melampsoridium betuli-
num (Kleb.)), koji uzrokuju pjegastu bolest lista i hr|u lista breze. Simptomi koje 
uzrokuju navedeni patogeni pra}eni su na terenu tijekom tri godine. Ekspresija 
unesenoga stranog gena provedena je u dva navrata analizom Northern blot (izoli-
ranjem i detekcijom mRNK), kako bi se uo~ila razina akumulacije unesenoga gena. 
Sve analizirane linije pokazale su odre|eni stupanj prisutnosti stranoga gena pri-
likom obiju analiza, isto tako upu}uju}i na stabilnost ekspresije modificiranoga 
gena tijekom cjelokupnog trajanja ispitivanja. Linije su grupirane u tri skupine s 
obzirom na razinu akumulacije gena hitinaze; niskom, srednjom i visokom razinom 
ekspresije. Grupa linija sa srednjom razinom akumulacije gena hitinaze IV, poka zala 
je najbolji u~inak u smislu otpornosti na zarazu patogenom gljivom Melampsori-
dium betulinum (Pasonen i dr. 2004).
Kontrola cvatnje i spolna sterilnost
Flowerind Control and Starility
[umske vrste drve}a imaju duga~ak ̀ ivotni ciklus i reproduktivnu zrelost uglav-
nom dose`u u kasnijoj dobi, a periodicitet cvatnje znatno im varira. Prilikom ge-
netskih modificiranja kontrole cvatnje upotrebljavaju se dva pristupa: poticanje 
rane cvatnje i poticanje sterilnosti. Cilj su postizanja rane cvatnje {to kra}i i {to br`i 
oplemenjiva~ko-uzgojni ciklusi, a sterilnost je bitna za postizanje biolo{ke sigurno-
sti, odnosno sprje~avanje {irenja modificiranih gena u prirodu (White i dr. 2007). 
Zbog svoje lake regeneracije i transformacije te razdvojenosti spolova (dvodom-
nost) topole su modelna vrsta i za ovo svojstvo.
Gen za regulaciju formiranja cvjetova LEAFY (LFY) vrste Arabidopsis thaliana 
(L.) Heynh. uzrokuje transformaciju meristemskog stani~ja u reproduktivno (Shultz 
i Haughn 1991). Unesen u genom topola uzrokuje prijevremenu cvatnju. Lateralni i 
terminalni cvjetovi formirani su na mladicama nakon samo pet mjeseci rasta u sup-
stratu (Weigel i Nilsson 1995). Homologni gen regulacije cvatnje roda Populus naziva 
se PTLF, me|utim njegova poja~ana ekspresija u genomu topola ne poka zuje isti 
u~inak na cvatnju kao LFY gen, tako da poja~ana ekspresija PTLF gena uzrokuje 
smanjeni rast modificiranih linija u odnosu na kontrolne biljke. Uo~ena je i znatna 
negativna korelacija izme|u stupnjeva ekspresije PTLF gena i indeksa volu mena bi-
ljaka. Tako|er je PTLF gen nakon unosa detektiran i u postranome me ristemskom 
stani~ju, mladom li{}u i granama, dokazuju}i utjecaj unesenoga modificiranog gena 
izvan ciljane regije. Dakle, osim utjecaja na reproduktivno tkivo, primije}en je i 
ne`eljeni utjecaj na vegetativni razvoj biljaka (Rottmann i dr. 2000).
Razvoj genetskih modificiranja i istra`ivanja kontrole cvatnje omogu}io je i 
postizanje reproduktivne sterilnosti kod biljaka. Sprje~avanje razvoja reproduktiv-
nog tkiva, uporabom ribonukleinskih gena citotoksina iz bakterija, uzrokuje steril-
nost biljaka (Mariani 1990). Unosom citotoksina barnase inducirana je i sterilnost 
mu{kih cvatova kod roda Populus (Meilan i dr. 2001). Ovakav pristup za{tite tre-
bao bi pridonijeti smanjenju ekolo{kog rizika prilikom podizanja planta`a s genet-
ski modificiranim {umskim vrstama drve}a, jer postignuta sterilnost drvenastih 
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 vrsta umanjuje mogu}nost tzv. genetskog zaga|enja iz planta`a sprje~avanjem 
{irenja peluda genetski modificiranih jedinki u okoli{.
Me|utim, osim postignute sterilnosti uo~en je i znatno slabiji rast modificira-
nih biljaka u usporedbi s kontrolom, {to upu}uje na utjecaj modificiranoga gena 
izvan njegove ciljane regije te tako|er na va`nost ispitivanja utjecaja izmijenjenih 
gena u realnim okoli{nim uvjetima (Meilan i dr. 2001, Wei i dr. 2006). Osim nave-
denih metoda i gena prilikom kontrole cvatnje istra`uju se i druge metode i geni, 
njihove kombinacije i zajedni~ki utjecaj, kako bi se zadovoljili zahtjevi za komer-
cijalnu uporabu. Za zadovoljavanje dugoro~nih sigurnosnih zahtjeva potrebno je 
obaviti i opse`na istra`ivanja i ispitivanja stabilnosti izmijenjenih gena. Potpuna 
sterilnost, stabilna ekspresija unesenih gena tijekom nekoliko godina i ispitivanje 
utjecaja sterilnosti na rast va`ni su izazovi na koje moderna biotehnologija tek treba 
dati odgovor.
STABILNOST EKSPRESIJE GENA I BIOLO[KA SIGURNOST
STABILITY OF TRANSGENE EXPRESSION AND BIOSAFETY
Osim komercijalno isplativog i brzog na~ina transformacije i regeneracije {um-
skog drve}a, bitan je faktor i stabilnost ekspresije unesenih gena koji od prirode ne 
pripadaju genomu vrste. U {umarstvu je to jo{ uvijek veliki izazov zbog dugoga 
`ivotnog ciklusa drve}a. Zato su tijekom posljednjih 20 godina provedena mnoga 
terenska testiranja koja predstavljaju vrlo va`an segment u cjelokupnom lancu 
istra`ivanja. Zbog biolo{ke sigurnosti ovakvi su terenski pokusi za sada kratkoro~ni, 
trajanja nekoliko godina, te se na istom lokalitetu osniva nekoliko razli~itih teren-
skih pokusa. Tako su npr. u Orleansu (Francuska) terenski nasadi s genetski modi-
ficiranim topolama osnivani jo{ od ranih devedesetih godina pro{loga stolje}a. Prvi 
nasad podignut je sa samo nekoliko stabala 1991. godine, a trenuta~no je na istom 
lokalitetu tre}a generacija genetski modificiranih topola, s modificiranim sadr`ajem 
lignina u deblu (Slika 3.).
Stabilna ekspresija unesenih gena za ekonomski va`na svojstva vrlo je va`an dio 
ciklusa genetskog modificiranja. Zbog dugoga ̀ ivotnog vijeka {umskih vrsta drve}a 
osiguravanje stabilnosti ekspresije unesenih gena tijekom odre|enog vremena kod 
modificiranih biljaka ili pak kroz generacije `eljeni je cilj genetskog in`enjerstva u 
{umarstvu. Stabilnost modificiranih gena u doma}inu utje~e na metodologiju prije-
nosa gena, tip konstrukcije rekombiniranih gena i fenotip, te isto tako odre|uje 
okoli{ne uvjete u kojima takve biljke mogu rasti. Razna istra`ivanja (Rottmann i dr. 
2000, Meilan i dr. 2001, Wei i dr. 2007, Voelker i dr. 2011) pokazuju kako se mo-
dificirana ciljana svojstava razli~ito izra`avaju u stakleni~kim uvjetima uzgoja, a 
druga~ije u realnim okoli{nim uvjetima terenskih nasada. Provedena su tako|er i 
brojna istra`ivanja koja ispituju stabilnost ekspresije umjetno unesenih gena kod 
brojnih vrsta drve}a (Meilan i dr. 2002a, Hawkins i dr. 2003, Pasonen i dr. 2004, 
Li 2006, Charity i dr. 2005 Li i dr. 2008). Testiranje izmijenjenih svojstava u oko-
li{nim uvjetima pridonosi boljem shva}anju interakcije prirodnih utjecaja i modifi-
ciranih svojstava.
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Slika 3. Terenski nasad modificiranih topola sa smanjenim sadr`ajem lignina osnovan 2007. godine, 
Orleans, Francuska
Figure 3. Field trial of lignin modified poplars set up in 2007, Orleans, France
Ekspresija unesenih gena mo`e mnogo ovisiti i o promotoru koji se koristi pri-
likom genetskog modificiranja za aktiviranje umjetno unesenih gena. Jedan od 
naj~e{}e upotrebljavanih promotora jest 35S promotor iz mozai~nog virusa cvjeta~e 
(CaMV, engl. Cauliflower Mosaic Virus) (White i dr. 2007). Kori{tenje pogodnog 
promotora osigurava aktiviranje, ali i sigurnost ekspresije unesenih gena prilikom 
modificiranja.
Tijek vremena jo{ je jedan bitan faktor koji se mora uzeti u obzir prilikom 
ovakvih istra`ivanja u {umarstvu. Ovisno o svojstvu, ekspresija gena mo`e biti kon-
tinuirana, mo`e se izra`avati tijekom nekoliko godina ili se pak izraziti tek nakon 
nekog odre|enog vremena. Stabilna ekspresija modificiranih svojstava ujedno je i 
od presudne va`nosti za normalan rast i razvoj biljaka. Tako je, na primjer, otpor-
nost na {tetnike kontinuirana, odnosno izra`ava se svake godine prilikom pojave 
insekata. Kontrola cvatnje, odnosno sterilnost, svojstvo je koje se izra`ava tek kada 
biljke dosegnu spolnu zrelost nakon odre|enog broja godina. Pove}ana tolerancija 
na herbicide vidljiva je tijekom prvih godina rasta mladih biljaka, u periodu kada je 
uporaba herbicida potrebna za uni{tavanje konkurentnoga korova. Nakon tog 
 perioda ekspresija unesenih gena vi{e nije potrebna te se svojstvo ne izra`ava. [to 
se doga|a nakon 10–15 godina s tim svojstvom, kako se pona{aju geni te postoji li 
mogu}nost ponovne ekspresije modificiranog svojstva, ostaje nepoznanica. Nastav-
kom istra`ivanja mogu se dobiti potrebni odgovori na ova i sli~na pitanja, {to je 
ujedno jedna od znanstvenih zada}a moderne biotehnologije.
Iako se procjenjuje kako postoji preko 600 terenskih nasada s modificiranim 
drvenastim vrstama {irom svijeta (Strauss, IUFRO Conference 2011), u {umarstvu 
gotovo da nema komercijalne uporabe takvih planta`a. Jedina su iznimka modifi-
cirani klonovi topola, sa|eni u {est kineskih provincija (Wang i dr. 1996). Zbog 
dugoga `ivotnog ciklusa {umskih vrsta drve}a, intenzitet i brzina istra`ivanja s ge-
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netskim modifikacijama u {umarstvu djelomi~no su ograni~eni te se jo{ ne o~ekuje 
masovna uporaba genetski modificiranih {umskih vrsta drve}a. Ispu{tanje genetski 
modificiranih organizama u okoli{ i njihovo stavljanje na tr`i{te regulirani su stro-
gim propisima dr`avnih agencija. Tako je, na primjer, u Sjedinjenim Ameri~kim 
Dr`avama za to ovla{ten Odjel za poljoprivredu, Inspekcijska slu`ba za veterinu i 
biljno zdravstvo (APHIS, engl. Animal and Plant Health Inspection Service). Slu`ba 
izra|uje okoli{ne procjene na zahtjev podnositelja prijave za odre|eno istra`ivanje. 
Procjene utjecaja na okoli{ sadr`avaju analize potencijalnih ekolo{kih i socijalnih 
rizika, odnosno utvr|uju se i vrednuju opasnosti za biolo{ku raznolikost okoli{a te 
za zdravlje ljudi. Tako|er je va`no naglasiti kako se procjene rizika izra|uju poseb-
no za svaki pojedini slu~aj (engl. case by case approach).
Genetsko modificiranje u Hrvatskoj
Genetic Modifications in Croatia
U Republici Hrvatskoj postupanje s genetski modificiranim organizmima (GMO) 
regulirano je Zakonom o genetski modificiranim organizmima (NN 70/2005, 
137/2009) te Pravilnikom o sadr`aju, opsegu i metodologiji izrade procjene rizika za 
ograni~enu uporabu genetski modificiranih organizama (NN 84/2006), Pravilnikom 
o sadr`aju prijave zatvorenog sustava (NN 84/2006), Pravilnikom o mjerama sigur-
nosti i standardima objekata za ograni~enu uporabu genetski modificiranih organiza-
ma u zatvorenom sustavu (NN 84/2006) i Pravilnikom o sadr`aju prijave za ograni-
~enu uporabu genetski modificiranih organizama u 2., 3. i 4. razini opasnosti (NN 
84/2006), koji omogu}uju provedbu Zakona. Svi zakonski propisi pridonose biolo{koj 
sigurnosti i lak{em pra}enju prilikom postupanja s GM organizmima. Iako u hrvat-
skom {umarstvu ne postoje naznake takva kori{tenja biotehnologije, pra}enje svjetskih 
trendova va`no je za implementaciju inozemnih iskustava u postoje}u zakonsku re-
gulativu. Stjecanje dovoljnih koli~ina znanja potrebno je za primjenu i provedbu si-
gurnosti prilikom uporabe GMO-a. Iz takvih inozemnih istra`ivanja proizlaze isku-
stva i oprez s kojima moraju biti upoznati doma}i stru~ njaci kako bi pravovremeno 
za{titili prirodni okoli{, bioraznolikost i nemodificirane organizme.
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TWENTY YEARS OF GENETIC MODIFICATIONS 
IN FORESTRY
SUMMARY
Genetic modification, genetic transformation or genetic engineering are synonyms for 
technique that permits adding desirable traits into superior genotypes by gene insertion be-
tween different species, families and even kingdoms which dose not occur in nature. On the 
other hand, traditional breeding relies primarily on selection and crosses within species or 
within closely related genera which exist in nature, to emphasize certain characteristics. But 
this method has no control over additional genetic material being incorporated within desired 
phenotype. Genetic modification is defined as use of recombinant DNA and asexual gene 
transfer methods to alter the structure or expression of specific genes and traits (FAO, 2004).
The first report of genetic modified trees was in 1987 on Populus sp. (Fillati et al. 1987). 
For the first time it was successfully regenerated transformed tissue of forest tree species. Ap-
plications of genetic modification in forest tree species include lignin modification, herbicide 
tolerance, disease and pest resistance and flowering control, so called target traits.
Besides genetic modification techniques, field trial experiments are also very important 
step in genetic transformation. After first successful regeneration of transformed tissue, in the 
next 15 years more than 210 field trials of genetically modified trees were established in 16 
countries worldwide. The great majority of field trial experiments occur in the United States 
(FAO, 2004). According to the newest assessment there are over 600 field trials with geneti-
cally modified trees in the world (Strauss, IUFRO Conference 2011). But there are hardly any 
commercial use of genetic modified forest trees. The rapid development of genetic engineering 
it will attempt to meet global demand for forest products, biofuels, to restore threatened spe-
cies, and to protect future forests from invasive pests and climate change. When used respon-
sibly, society and the environment can benefit from advanced biotechnology (Anon. 2010).
There is no indication for using biotechnology or genetic modification in Croatian for-
estry. But gathering existing knowledge and capacity building can only contribute for imple-
mentation of world knowledge into national legislation, and prepare experts for future devel-
opment.
Key words: genetic modification, genetic transformation, genetic engineering, bio-
technology, traditional breeding, target traits, field trials
